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動物 ,微生物界 に広 く分布 して い る ade n o sin e315
'
cyclic pho sphate(CA M P)は代謝調節上重要 な役割
を果し て い る . 微生物に お い て は , こ の CA M P は誘導
酵素 の 合成の 請節 に 関与す る と思 わ れて い る1】2). 誘 導
酵素 の 一 つ で あ る β･ gala cto sida s eは glu c o s eに よ
り , い わ ゆ る C atabolite r epr e s sio n を 受 け , こ の
r epr e s sio n は CA M P を培地に 加 え る こ と に よ り回復
さ れ る3 卜
5J
. こ の 回復は β･ gala cto sida s eな ど の 誘導酵
素の遺伝子の tra n s c riptio n に CA M Pが, 関与する ため
と さ れ て い る引 . 従 っ て glu c o seに よ る β･
gala cto sida s e合成の 抑制 は細胞内 cA M Pの 減少 に よ
る もの と 推定 さ れて き た718). しか し なが ら glu c o s e等
に よ る C atabolite r epr e s sio n が cA M Pの 添加 に よ
り 回復さ れ る こ と は , どの 報告 で も 一 致 して い る が ,
大腸菌で の CA M P合成 , あ る い は培 地中えの 放出の 程
度 が こ れ らの r epr e s sio nの 程度と 完全 に 平行す る か
否か に つ い て 報 告相互 に 矛盾 が見 ら れ9 卜15I, 最 近
cA M P 以外 の 調節機構 の 存在も示唆さ れ て い る
16)
. 誘
導酵素は , 一 般 に C atabolis m に 関与す る も の で , 従 っ
て エ ネ ル ギ ー 産生と 密接 に 関連 して い る り). そ れ故 . 細
胞 内に お ける e n e rg y保 持の 主形態で あ る A T P又 は
そ の 誘導体も何等かの 作用 を誘導酵素産生 に 及ぼ し て
い る 可能性 も推測され る
1引
.
本研究で は種々 の 増殖条件下 で CAMP の 合 成 を
定 し. β -gala cto sida s e合成と cA M P合成速度 の 問の
動的関係 を 明 ら か に す る と と も に . こ れ ら の
r epr es sio n に お ける A T P等 の 作用機構 に つ い て 検
討 を行な っ た .
実験材料及び方法
1sopr op yトβ- D-thiogala ctop yr a n o side(IP T G), a ･
m ethy -D- glu c o side. A T P, C T P, U TP, ADP. A M P
は シ グマ 社 よ り購入し ,G T Pヤ マ サ 醤油株式会社 , 0･
nitr ophe nyl-β-D ･gala ctop yr a n o side(O N P G), 半井
化学薬品株式会社, 〔2-
3
H〕 adenin e(20ci/m m ole),
〔8-3H〕 cA M P (30ci/m m o16) Ne w Engla nd
Nu cle a rCorp, セ ル ロ
ー ス , Ma r che ry Nagel Co rp
か ら購 入し た .
薗と し て 大腸菌 3,000(thia min e¶)の U V照射 か ら
分 離 し た ade nin e 要 求 菌 を 用 い た . 菌 の 増 殖
は , Tris ･ glyc e r ol 培 地
191 (10〟g ade nin e. 2p g
thia min e/ m ほ 含む)を用 い 37
0
c で 行な っ た . 増殖の
測定 は , 660m 〟 で の 吸光度 の 測定 に より 行な っ た .
β･ gala cto sida s eの 測 定. β- gala cto sida seの 測 定
は , Pa rde eら と は ゞ 同様な方法で 行 な っ た
20)
. 菌の 培
養液 か ら 時 間経 過 と と も に 0.5 mエ の 標 品 を 取
り , 1 dr op の ト ル エ ン と と も に 撹 拝後 37
0
c 30 分
間静置 した . こ の ト ル エ ン 処理 棲品0.10m⊥に 0 .05 M
リ ン 酸緩衝液 pH7.0 に 溶 か し た 2.6m M O N P GO.9
m ほ 加 え 15分 間37
0
c で 反応 を 行 な っ た . 反 応 後
0.4 M炭酸 ナ ト リ ウ ム 2mほ 加 え , O D｡ 2 0m/上 で (ト
nitr ophe n ol の 量 を測定 した .
cA M P合成の 測定 , 対 数 増殖期 の 菌 を 集 め . 40n
m ole/ mL 3H ･ade nin e(SPe Cific a ctivity 2.7 × 10
5
cpm/n m ole) を含む T G A培地(2FLg thiamin e/ mL)
に 浮遊 し た(菌 の 濃度 , O D6 6 ｡ = 0.1 ～ 0.25),時間経
過 と と も に 1.O mエの 標 品 を メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー
Synthesis of cAMP and c atabolite repre s sio nin E. c oli. Yo shinori Ham ai, T he Se
･
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大腸菌に お け る cA M P合成 と c atabolite repres sio n に つ い て
(Sa rto riu s社)で 濾過し , 5mLの T G A培地で 洗浄し
た . こ の フ ィ ル タ ー 上の 菌体 を菌体内 cA M Pの 測定 に
使用 し , 濾液及 び洗 液 は , 細胞外 cAMP の 測定 に 用 い
た .
a)細胞内 cA MP の 測定 .上記の メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー に 集 め ら れ た 菌体 を 80n m ole cA M P を含 む
臣1N H Cl lm£に 浮遊 させ .10分間10 00c 加熱し た . 冷
却後. 遠心 (10000rpm xlO分間) し . 上滑を定量的
に 集め凍結乾燥 し , 残瘡を25〟上 の H20 に 溶解 し た .
こ の 溶液 10〟上 を 薄層 ク ロ マ ト に 用い た . 薄層 ク ロ マ
ト は セ ル ロ ー ス plate 20 × 20c m を 用 い , 90 %
is opr opa n ol で
一 度 展 開 し た 後 . 二 次 元展 開 で
cA M P を分 離 し た . 一 次 元 は , is opr opa n ol:
N H40日 : H20 (7 : 1 : 2) で 行 な い , 二 次 元
は. is opr opa n ol : fo rmic acid: H20 (7: 1 :
2) の 溶媒 を使用し た . 薄層ク ロ マ トの 展開後 cA M P
の 位置 を U Vラ ン プ で 確認し , そ の 部 分 を け ず り 取
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Fig.1. cA MP synthe sisin E. c oli 3000ad~. Ce11s
W e r egr O W nin Tris- glyc e r ol m ed iu m a nd
a s s ayed fo r c ellula r and e xtra c e11ula r cA M P
a sde s c ribed in Mate rials a nd Methods. Each
POint r epr e se nts the a v e r age of six
m ea s u r e m entst a nd er r o rba rs represent the
Sta nda rd de viatio n s ofthe a n alysis.
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s cintilla nt
2H 5m ほ 加え て 放射活性 を 測定 し た . な
お , 凍結乾燥 か ら 薄層ク ロ マ トま で の 回収率 は約96 %
で 細胞内 cA M Pの 量 ほ1,On=こ つ き O D… mLL の 吸光
度 1･0 あ た りの 量で 示し た(pm ole/D U660). こ の 方
法 で 混入す る 培養液 の 畳 は0.5〟£ 以下で あ っ た .
b) 細 胞外 cAMP の 測 定 . 挽 液 を 含 め た 濾液
は , Do w e x･1･ C Olu m n( × 8. 1 × 2c m, aC etate
fo r m)に 通し , 次で H20 30mL , 0.1 M a m m oniu m
a c etate. pH4.5 60 mL , 5 Ma c etic a cid15nLで 溶出 し
た . ade nin eは H20 及び0.1 M a m m o niu m a c etate
の 分画 で 完全 に 溶出さ れ .cAMP は5 Ma cetic a cidの
分画で 溶出し た . 5M a c etic a cidの 分画 を 凍結乾燥
し , 2.3FL m Ole/ mL cA M P溶液0.3mL を加え て 溶 解
し , そ の 1地エ に 薄層 ク ロ マ ト に 使用し た . 簿層 ク ロ マ
ト は セ ル ロ q ス plate を用 い , 一 次元展開で CA M Pを
分離し た . 溶媒 は , 1M a m m o niu m a cetate : Ethyl
alc ohol( 2 : 7) を 使用し , 展開後 cA M Pの 位置 を
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Fig.2. Tu r n o v e r of cA M Psynthe sis in E. c oli
3000ad
-
. Cells w e r egr o w nin 5ml of Tris-
glyc e r ol m ediu mfo r40 min in the pr e s e n c e
of
3
H- ade nin e. At40 min. cold ade nin e(nn al
C O n C e ntratio nO .4m M)w a s added to c ultur e
a nd s a mple s w e r etake n at inte r v als fo r
dete r min atio n of cA M P. Ea ch point
repr e s e nts the m e a n ± S D of fo u r
m ea s u r e m e nts.
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た . 細胞外 cAMP 畳 は, SpeCific a ctivityか ら計算
し . 1.O mエ培地あ た り に 放 出さ れ る量を 示 して い る .
なお , Do w e x･1 c olu m nか ら薄層 ク ロ マ ト ま で の 回
収率 は約90 % で あっ た .
大 腸 菌 の E D T A処理 . 大 腸 菌 の E D T A処 理
は . Ho s o n o及び Ku n o22)の 方法に 従 っ た . 対数増殖
期(O D6 6｡mJ` 0. 15) の 菌 を集菌 し, 1/7量の 0.1 M
Tris･ H CIpH 8に 浮遊さ せ , 1m M E D T Aで37℃ 2分
間処理 し た . 処理 後, 10倍速の T G4培地 を加え た .
実 験 結 果
大腸菌の CA M P合成 , 図1 はβ- gala cto sida s e合成
に よ く 用 い ら れ る Tris ･glyc e r ol 培 地 に お け る
cA M P合成で あ る . 細胞外 cA M P は, は ゞ 直線的 に 増
加 し , その 速度 は O D860 m〃 の 吸光度1 あ た り 3.5 ～
7.5pm ole/ m£/min で あ っ た . こ れ に 対し て 細 胞内
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Fig.3 . Effe ct of gluc o s e o nβ- gala cto sida s e
Synthe sis. Cells w e re indu c ed with O.4m M
IP T G. At lO min (a r r o w), the c ultu re w a s
divided into tw opa rts. On epa rt w as s e r v ed
a s c o ntr ol( ○); a nd the othe r r e c eiv ed
lOm M glu c o s e(◎).
m ole/DU 60/min で 細胞外 cA M Pの 1/20 以下 の 速
度で あ り .ま た 定常状態に 達す るの に 約 40分も必要と
し た ･ あ らか じ め大腸菌%3H･ ade nin eと と もに 40分
間in cubatio n して か ら こ れ に 非放射性で adenin eを
加え た( 最終濃度0.4 M) 場合の 変化 を見 ると 図2で示
し た よ う に , 細胞外 cA M Pの 増加速度 は直 ち に低下す
るの に 対 して 細胞内 cA M Pは , 除 々 に 低下 し , 約40分
後 に 予想 レ ベ ル に 達 し た .
CA MP 合成 に お よ ぼ す glu c o s eの 効 果 . glu c o s e
に よ る β, gala cto sida s e合成の 抑制は図3で示し たよ
う に glu c o s e添 加 後 一 時 的 な 抑 制 (tr an sient
r epr e s sio n)と以 後長時間に わ た る抑制 (C atabolite
r epr e s sio nあ る い は pe r m an e nt r epr e s sio n) の 2
つ の タ イ プ の 抑 制が あ る . 10m M glu co s e存 在 下で
の CA M P合成を検討 し て 見 ると 図4 で 示し た よう に ,
細胞 内 cA M P合成は . glu c o s eを添加 し て も添加 し
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Fig .4. Effe ct of glu c o s e o n cAMP synthesis in
E. c oli300ad-. Cells w e r egr o w nin Tris ･
glyc e r ol m ediu m . T he c ultu r e w a sdivided
into tw o pa rts. On e pa rt w a s s e r v ed as
c o ntr ol (○ ); a nd the othe r r eceiv ed
lOm M glu c o s e(◎).
3
H- ade nin e w as addedto
e a ch c ultu r e, a nd sam ples w e r etake nfr o m
e ach c ultu r efo r a s s ay of cA M P. Ea ch point
repr es e nts the m ea n ± S D of six
m ea s u re m ents .
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Fig.5. E ffe ct of w a shing on m e as u r e m e nt of
C ellula r cA M P. Cells w e r egr o wn in Tris･
glyc e r ol m ediu m to loga rith mic pha se. T he
C ultur e w as d ivided into tw o pa rts . On e
po rtio n w a s ad ded
3
H- ade nin e(○), a nd the
Othe r r e c eiv ed glu c o s e(10m M )togethe r with
3H- ade nin e(⑳). Atinte rv als s a mple s w e r e
With dr a w n a nd m ea s u r ed c ellula r cA M P
.
W e
u s edtw o 丘1te r spe r s a mple point. T he o n e
別te r w a s w a shed o n ce with 5ml of the
m ediu m befo r ethe a s s ay( … ), and the other
W a S a S S ayed witho ut a ny w a shing (～ ).
Ea ch point r epr e s e nts the m e a n ± S D of
fou rm e a s u r em nts.
の 細胞外放出は glu c o seを添加後 10分位 か ら阻害 が
見られ . glu co s e添加後20分で ほ ゞ 完全 に 放出 が停
止し た ･ こ の 停止 は 一 時的なもの で あ り . glu c o s e添
加後, 40分程で 再 び cA M Pの 放出が 始 ま るが ,そ の 速
度 は glyc e r ol培地で の CA M P放出速度 の 約1 /3で あ
っ た . ま た こ の 再開時期は , 時間的に 少 し の ず れ が認
めら れ るが , 図3 で 示し た よう に β- gala cto sidas eの
pe r m a n e nt r epr e s sio n開始時期と ほ ゞ 一 致 し て い
る .
上記 の 実験 に お い て 細胞内 cAM Pの 測定 の 瞭 . 培地
内の CA M Pの 混入を 避け る ため , 菌を フ ィ ル タ ー 上に
集め た後 . 更 に 培養液で 洗浄を行 な っ て い る . こ の 操
作は培地内の CA M P混入を除く に は適当 な方法 で あ
るが
. 同時 に 細胞内の CAM Pの 一 部 が流 れ 出さ れ る可
能性が あ る . こ の 可能性を検討す る た め . 集菌後, 洗
浄操作 な し に 直 ち に CA M P を測定 し た 結果 が 図 5 に
示し て あ る . こ の 酪 , 培地内0 3H -CA M P混入度を少 な
く す る た め ,3 H-ade nin e添加後20分以内で の み行 な
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Fig･6･ Effe ct of a ･ m ethyl･ D･glu c o side o n β-
gala cto sida s e synthe sis･ Cel
､
1s w e r egr o w n
in Tris･ glyc e r ol m ediu m . T he c ultu r e w a s
indu ced with IP T G(0.4m M) a nd the n
divided into tw o pa rts. On e po rtio n w as
left u n cha nged (○) ; a nd a ･ m ethyl･D-
glu c o side(100m M)w a sad dedto the othe r(
●).
場合に 比 べ て 2 ～ 4pm ole/DU660程度の 高値を示 し
た ･ こ の 差 は非洗浄条件 で 20～ 3地∫ の 培地が フ ィ ル
タ ー に 保 持さ れ る場合に 予測さ れ る値で あり , 従 っ て
細胞内 cA M P が洗浄操作 に よ り . 一 部流 出 さ れ る 量
は ･ 非常 に 少 な い も の と考え ら れる . 又, 非洗浄条件
に お い て も glyc e r ol培地と glu co s e培地の い ず れ に
お い て も細胞内 cA M P合成 は同 一 の値 を 示 し て い る
の で ･ 細胞内 cA M P合成 ほ . glu c o s e添加に よ り全く
影響さ れ ない もの と 思 われ る .
CA M P合成 に お よ ぼ す α - m ethyトD- glu c o side の
効果 ･ tra n Sie nt repr e ssio nと cAM P合成 が ど の よ
う な関係が あ る か を 明らか に す る た め に , tr a n Sie nt
忘epr eS Sio nの み を起 こ す とさ れて い る a - m ethyトD･
glu c o side に つ い て 検 討 を 行 な っ た . α ･ m ethyl･D -
glu c o side lOOm M (菌の 増穂 に は全く 影響 を与 え な
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Fig.7. Effe ct ofa - m ethyl･D ･ glu co side o ncA M P
synthe sis in E. c oli3000ad
-
. Cells w e r e
gr o w n in Tris
- glyc e r ol m ediu m. T he
c ultlユre W a Sdivided into tw o pa rts. On e
pa rt w a s s e rv ed a s c o ntr ol(○); a nd the
othe r r ec eiv ed lOOmM a - m ethyl- D- glu c o side
(⑳). 3H- ade nin e w a s ad ded to e a ch c ultu r e.
a nd s a mple s w e retaken fr o m e a ch c ultu r e
fo r as s ay of cA M P. Each point r epr e se nts
the m ea n ± S Dof fo u r m e as u r e m e nts.
r epr e s sio n の みが 見 ら れ , pe r man ent r epr e S Sio n
は全く 認め ら れ な い . と こ ろが cA M P合成に つ い て は
図 7で 示さ れ て い る よう に 細胞内 cA M P合成も細胞
外 cA M Pの 増 加速度 も対照 で あ る glyc e r ol培地 と 全
く差 が言忍め られ な か っ た .
E D T A処理 大腸菌 に お け る β- gala cto sida s e合成,
正常な大腸菌 は n u cle otide 等の リ ン 酸エ ス テ ル は 細
胞膜を通過 し て 菌体内に 入 る こ と は出来 な い . 菌 を短
時間 E D T Aで 処理 する と , こ れ らの n u cle otide は自
由に 細胞膜 を通過 し得る様 に な る . し か し なが ら . こ
の 際. 約1 時間程 タ ン パ ク合成能等 の 代謝活性 が着 る
し く低下 し , 従 っ て 増殖能力の 低下が見 られ る . そ の
為 E D T A処理 後, n u Cle otide 透過能 の 高 ま っ た 状態
を 維持 し たま ゝ 代謝能力の 低下 を最少 な ら しめ る 条件
を検討 し た . 対数増殖期の 菌を E D T A処理 した場合.
図 8 で 示 し た よ う に 非処 理 菌 に 比 べ て β一



























Fig.B. β- Gala ctosida s e synthesis in E D T A･
tre ated c e11s. E D T A-tr e ated c ells
,
S u Spended
in Tris -glyc e r ol m ediu m c o ntaining lm M
M gC12 , W e reindu c ed with O.4m M IP T G. β･
gala cto sida se w a s assayed a s des c ribed in
Mate rials a nd Methods . E D T A･ u ntre ated cell
(○); E D T A-tr e ated c ells( ⑳); E D T A･
tr e ated cells plu slm M MnCl2( △).
E D T A処理 後 , 直ち に 1m M Mn
+ 十
を加 え る と 多少 の
1ag が 見 られ るが . 非処理 薗と 同程度の 酵素誘導が回
復 さ れ た . こ の 効果 は . Mn イ オ ン に特異的で他 の 二
価金属 (Mg
十てCa十:zn十一等) は全く 無効で あ っ た .
E D T A処理大腸菌 の β･ gala cto sidas e合 成 に お よ
ぽ す ade nin e n ucleotide の 効 果 , ED T A処 理 後
Mn
♯
を 添 加 し た 条件 で の β･gala cto sida s e誘 導 の
際 . 1m M. A T P を培地に 加え る と 図9 に 示 さ れ る よ
う に . β- gala cto sidas eの 合成 は . 約 10 分間抑制さ
れ . 典型的な tr a n sie nt r epr esso rで あ る a ･ m ethyl･
D ･glu c o side に よ る抑制と類似 して い る . こ の 抑制は
A M P. A D P等で も同様 に 認め ら れ るが . 同 一 濃 度 の
ade n o sin e等 は無 効 で あ っ た . ま た A T Pの 濃 度
は . 0.35m M から2m M まで 高め て も抑制の 強度 に ほ
と ん ど影響が認 め られ な い . しか し な が ら図 10で 示し
た よ う に 1m M A T Pで 抑制後酵素合成能 が 回復 し た
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Fig.9. Tr an Sie nt r epr esio n of β- gala cto si da s e
synthe sis by A T P. E D T A-tr e ated c ells,
S u SPe nded in Tris･ glyc e r ol m ediu m
c o ntaining lm M MgCl2 a nd lm M MnCl2,
w e r eindu ced with O.4m M IP T G. At tim e
indic ated by a r ro w,1m M A T Pw a s ad ded to
the c ultu r e. n oA T P( ○); A TPad ded at
tim e z er o(⑳); ATP ad ded at20 min( △)
, A T Pad ded at40 min( ◇).
い が 1m M A T Pの 抑 制 解 除 後 . a - m ethyl･ D･
glu c o side lOOm M を添加する と抑制が見 ら れ . ま た
逆 に . a ･ m ethyl･ D･ glu c o side に よ る 抑 制 解 除後
A T P を加え る と抑制が認め られ , 両者 は異 な っ た 機
構に よ る抑制と思 われ た . こ れら の 抑 制 は い ず れ も
CA M P が培地申に 添加さ れ て い る と殆 ん ど 認 め ら れ
ない .
E D T A処理 大腸菌 の β･gala cto sida s e合 成 に お よ
ぽ す 各 種 n u cle otide の 影 響, ATP 以 外 の
n u cle otide, G T P, C T P. U T Pに つ い て 検討 を行 な っ
た の が 図 11 で あ る . A T PO.35m M で β-
gala cto sida s eの 合 成 が 抑制さ れ る に も か か わ ら
ず , G T P, C T P, U T Pで は 抑 制 度 は 極 め て 弱
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F ig.10. Effe ct of a - m ethyl･D- glu c o side a nd
A TP o n β- gala cto sida s e synthe sis. E D T A-
treated c e11s, Su Spe nded in Tris･ glyc e r ol
m ediu m c o ntaining lm M MgCl2 a nd lm M
MnCl2, W e r eindu c ed with O.4m M IP T G. At
20 min, the indu c ed c ultu r e w a sdivided
into tw o pa rts. One pa rt w a sin c ubated
witho ut any ad dit o n (○), and the othe r
re c eiv ed lm M A T P. At 40 min, the A TP･
added c ultu r e w a sfu rthe rdivided into tw o
pa rts. which r ec eiv ed n o ad dit o n(⑳ ) a nd
lO Om M a - m ethyl･D･ glu c o side ( △). Sa mples
W e retake n at interv als from e a ch c ultu re
fo r a s s ay ofβ一 gala cto sida s e.
考 察
微生物 に お け る CA M Pの 存 在 は, Makm a n及 び
Suthe rland
71 の 発見以来 , 誘導酵素系の 合成調節 に 関
与し て い る も の と 信じ られ て い る1閻 . 大腸菌で 誘導酵
素の 産生が培地中 に glu c o s eを加え る こ と に よ り 抑
制さ れ る , い わ ゆる c atabolite r epres sio nの 現 象が
古く か ら知 られ て い るが231･ こ の r epr e s苧io nは ･ 培地
中 に CA M P を加え る 事に より 完全 に 解除さ れ る こ と
か ら3卜5I, CA M P は誘導酵素系の 調節因子 の 一 つ で あ
る こ と が推定 さ れ た . ま たin vitr oの タ ン パ ク 合成系
を用い て CA M Pが tran s c riptio n le v elで po sitiv e
r egulatio n を行 な っ て い る こ と が示さ れ た24J. 従 っ て
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Fig.11. E ffe ct of n u cle o side tripho sphate on β･
gala cto sida s e synthe sis. E D T A･tr e ated c ells,
s u spe nded in Tris- glyc e r ol m ediu m
c o ntaining lrnM MgC12 a nd lmM MnCl2,
w e r eindu c ed with O.4m M IP T G in the
pr e s e n c e of O.35mM on e n u cle o side
tripho sphate s. β一 Gala cto sidas e w a s a s s ayed
a s des c ribed in Mate rials a nd Methods .
c o ntr ol, E D T A･tr eated c e11s plu slm M MnC12
(○); A T P(⑳); G T P(△); C T P(く>
); U T P(◇).
主 因 で あ る と考 え られ , 事実 い く つ か の 報告別
～ 咽 で 大
腸 菌 の β･ gala cto sidase 合 成 系 を 用 い て 細 胞 内
cA M Pレ ベ ル と β･ gala cto sida s e合成能 と の 平 行関
係 の 存在が述 べ ら れ て い る . しか し な が ら , こ れ 等の
報告相互 の 間 に 細部に お け る矛盾が見ら れ , また 細胞
内 cA M P とc atabolite r epr e s sio n 相互 間 の 平行関
係 を否定す る報告 も見ら れ る
14l
.
こ の よう な矛盾 の 一
原 因と して , 大腸菌の 細胞内 cA M P量の 正確な測定 の
困難 さが あ る . 大腸菌で は 合成さ れ た cA M Pの 相 当量
が培地内に 放出さ れ る . こ の 培地内に 放出蓄積さ れ た
cA M P畳が か なり の 高濃度と な る た め ,細胞内 cA MP
の 定量 に 当っ て 培地の 混入 を完全 に 除去 出来 な い 限
り , 正 確な決定 は難か し い .
本研究で は常法と し て 集 めた 菌 を 一 回培養液 で洗浄
後 t 細胞内 cA MP を 測定 し た . 図 5 に 示さ れ る よ う に
非洗浄 の 場合よ りも 3 ～ 4prn ole/ D U660低い 価 と な
る .3H - ade nin e添加20分後の 培地内に 蓄積さ れ た3H.
CA MP は約 40pm ole/ mL程度で あ り . も し両方法の 差
が 培地中の CA MP 混入に よる もの と すれ ば , 約 20pL
の 培 地 が フ ィ ル タ ー に 保 持 さ れ る こ と に な
り , W ayn eら
川 の 50FLl と近 い 価を 示すの で . 上記の
差 は 大部分培地内 cA M P混入に 由来す るも の で あり .
洗浄 に よ り t 細胞 内 cA M P が流出す る危険 は少なく ,
実 態に 近 い 価 が 得ら れ る もの と 思われ る .
本研 究に 用 い た E. c oli3000(ad~)の CA M P合成
系は極 めて 特徴的で あ る . 対数増殖期 に 培地中 に 3B.
adenin eを 加え た場合, も し菌の CA M P合成系が単 一
の も の で あ れ ば ,
3
H- ade nin eよ り 合 成 さ れ た3H.
cA M P は細胞内で 急速に station a ry phas e に 達 し ,
培地中 に は多少 の 1ag の 後 , は ゞ - ･ 定速 度で 放出さ れ
る はず で あ る . しか し 本菌 で は , 逆に 培地中に は殆ん
ど1ag な く , 一 定速度で 放出さ れ るの に 対し , 細胞内
で の 上 昇 は 緩 や か で , 約 40分 で 漸く statio n ary
le v el に 達す る . 従 っ て 細胞内と放出さ れ る CAM Pの
合成系 は別の も の で あり . 細胞 内合成系 (A系) で は
cA M P は. 非常に 低速鹿で 合成さ れ . 且 つ , ゆる やか
に 放出又 は分解さ れ る の に 対 し , 他(B 系)は合成速度
が速や か で . 且 つ 培地中に 容易 に 放出さ れ る もの と考
え るの が 妥当 で あ る . こ の 様 な 2種の CA M P合成系に
つ い て は未だ 報告 は なく . 本 str ain に 特異的なもの か
否 か に つ い て は 明らか で な い .
前述 の ご と く 誘導酵素 の 一 つ で あ る β･ galacto･
Sida s e 産 生 は , glu c o s eに よ り Catabolite
repre ssio nを 受け る . こ の C atabolite r epre s sio n
は , 短時間 一 時的の tr a n sie nt repr e s sion と 長時間継
続 す る pe r m a n e nt r epr e s sio n の 2 状 態 が 存在す
る
8J
. こ の r epr es sio n 時の CA M P合成の 様相 を 見る
と , 菌体 内 cA M P合成(A系)は glu c o s eの 添加の 有
無 に よ り変化 は全 く な い . こ れ に 対 し て 菌 体外 の
cA M P放出(B系)は , glu c os e添加後約10 分で 除々
に 低 下 し . 約 20分後 に は ゞ停止す る . しか し こ の 停止
は永続的で な く , 約 40分後に 再び放出が始ま るが . そ
の 速 度 は glu c o s eの 無 い 場 合 の 約 1/3 で あ
る . tr an Sie nt r epr e sion は glu c o s e添加後約20～
30分の 問継続 す る も の と見 られ る の で , こ れ ら の 実験
結果 は , 本菌で はtr a n sie nt repr e s sio nと cA M P合
成の 問 に は . 直接的な平行関係が存在 し な い こ と を示
して い る . こ れ に 対 し て Perman e nt r epr e SSio n は
glu c o s e添 加 後 30 分 以 降 に 始 ま り , β･
gala cto sida s e合成速度 は, glu c o s eを加 え ない 場 合
の 約 40 %で あ る の で , glu c o s e添加 40分以後 の
cA M P放出速度と ほ ゞ 平行し て い る様 に 思わ れる . 即
大腸菌に お け る cA M P合成 と c atabolite r epres sjon に つ い て 257
ち , per m a n ent repr e S Sio n は B 系 の CA M P合成 が
関与す る もの と 思 わ れ る が , tr a n Sie nt r epr e s sio n
は , A 及 び B 系の cA M P合成と は外見的 に 全 く 関
係な い よ う に 考 え ら れ る . 事 実 . tr an Sient
r epr e s sio nの み を起 こ す a ･ m ethyl- D- glu c o side に
よ っ て は , A 及 び B 系の CA M P合成 は全 く影響 を 受
けなか っ た . B 系で 合成さ れ た cA M P は, 測定時 の 洗
浄操作 に よ っ て 大部分が流出さ れ るが , 実際に はか な
り の 量 が 細 胞 内 に 残 っ て お り . tr a n sient
r epr e s sio n時 に , こ の 保持さ れ て い る cA M P量 の 減
少 に起因す ると の 可能性はあ るが , 図 5で 見ら れ る よ
う に非洗浄条件で 測定 し た場合 に も glu c o s e添 加 と
無添加 で 細胞内 cAM P量 に 変化なく , こ の 可能性も乏
しい と 考え られ る .
Catabolite r epre ssio n の 機構 を更 に 検討を行 な う
た め , 主 と し て 各 種 n u cle otide の 影 響 を 調 べ
た . n u cle otide は 一 般に , 細胞膜 を通過 し得 な い た
め , 薗を あ らか じめ E D T A処理 を行 な い , 通過可能 な
状態で 実験 を行 な っ た . 処理 後t Mn イ オ ン の 添加 に
よ り , 通過能 を維持 した ま ゝ , 正常 に 近 い 状態の 代謝
能を得る こ とが 出来 たた め , 詳細 な検討が可能と な っ
た . β･ galacto sidas eの 誘導時 に 各種 の n u cle otide
を加え る と , ade nine n u cle otide の 場合 に 一 時 的 な
酵素産生の 抑制が見 られ る . 他の n u cle otide は 殆 ん
ど 無影響 で あ り , ま た 抑 制 の 様 相 は 典 型 的 な
tr a n sie nt r epr e s sio n を 起 こ す a ･ m ethyl･D･
glu c o side を加 え た場合と区別し難 く , 同様 に CA M P
の 同時添加に よ り回復さ れ る . し か し な が ら ade nin e
n u cle otide に よ る r epre s sio n は . 既 に a ･ m ethyl･D･
glu c o side で 抑制が 起 こ さ れ た後 で も 見 ら れ る 点 か
ら , 明 らか に a - m ethyl-D ･gluc o side と異 な っ た 作用
機構 に 起因す る . ま た A M P, A D P. A T Pの い ず れ に よ
っ て も同程度の 抑制が見ら れ るが , 菌 体内で の こ れ ら
n u cle otide の 相互 転換が容易 な こ と を考慮 す れ ば ,
実際 に は上記い ず れか 一 種の n u cle otide の 一 時 的 上
昇 に よる もの か , あ る い は e nerg y cha rge (A T P+
1/2 A D P/A TP+ A D P+ A M P)251の 変化 に よ るも の
と考え られ る . glu c o s eの よう に 生体内で 極 めて 代謝
さ れ 易 い 栄養源 を与 え た 場合 . 細 胞 内 の ade nin e
n u cle otide 量の 変化 は非常に 速や か に 起 こ る こ と を
考慮す れ ば , tra n Sie nt r epr essio n の 原因 と し て 細
胞膜 に お け る tr a n spo rt syste m の 関 与26127) (a ･
m ethyl- D･ glu c o side 等 の 非 代 謝 性物 質 に よ る
r epr e s sio n)以 外に 細胞内 ade nin e n u cle otide 量の
急速 な 変 化 を 考 え る 必要 が あ ろ う . Tr a n sie nt
repr e s sio nが 細胞内の CA M P低下に 起因す る も の と
考え れ ば , CA M P を低下せ しめ る原因と して 2 つ 以上
の 機構 を考慮 し な けれ ば な らな い . 本研究の 結果で は
誘導酵素系 の 調節 に は CAMP 以外 に も他 の 因子 が関
与 して い る こ と を 示唆 し て い る . 即 ち , 細胞 内で
CA M Pの 作用 に 対 して 括抗する因子が あ る 様 に 思 わ
れ . こ の 因子と cA M Pの 両者 に よ っ て 複雑 な調節が出
来 るの で は な い か と考え ら れ る . こ の 点に閲 し , 最近
Ullm a n nら
16Jに よ っ て 報 告 さ れ た c atabolite
m odulatio nfa cto rは CA M P以外の 韓導酵素産生 の
調 節と して 興味あ る もの で あ るが , 本研究の 結果と の
関連に つ い て は , 更に 検討を要する .
結 論
大腸蘭 3000(the~) か ら分離 した ade nin e 要求菌
を用 い て,
3H - ade nin e よ り 3H･ CA M P生成速度か
ら細胞 内で の CA M P合成速度及び培地中えの 放出速
度 を調 べ た所, こ の 菌株で は, 二 つ の CA M P合成系
(A系 , B 系) の 存在を示 唆した . glyc e rol 培地中で
は, A合成系 の CA MP 合成速度は遅く, 合成さ れ た
CA M Pは 除々 に 分解又 は培地 中に放 出さ れる が , B
合成 系で は CA M P合成 は速か で, 合成 され た CA M P
は速か に 培 地 中 へ 放出さ れる . こ の CA M P合成系 に
対す る glu c o seの 影響 を検討 した所, A合成系は
glu c o s e添加 に よ り全 く影響され な い が, B合成系で
は glu c o s e添 加後, 約20分 で 完全 に合成が 停止 し, 4 0
分後, glyc e r ol培地 で の 1/3 の速度で合成が再開 さ れ
た . こ の 事実 と β-gala cto sida se誘導に おける C atabo-
1ite r epr e ssio nの 様相と 比較すると, A合成系 は C a,
tabolite r epr e ssio n と は関係 なく, B合成系は pe r･
m a n e nt r epr e s去io nに 関 与する もの と考えら れ た .
大腸 菌に E D T A処理 し た場合, 本来非透過性物質
の 細 胞 膜透過性が 高ま る が , 同時 に代謝 活性の 減少 の
ため, β- gala cto sida s e の 合成 は, 着る しく低下 す る .
こ の 際 , M n
■廿
を加 える こと に よ り透過能を維持 した
ま ま酵素誘導能 を高める こ とが 出来た . この 効果 は,
Mn+ ←以 外の Ca十ト, Mg+ +, Zn ≠ 等で は認め ら れ な い .
こ の 条件で ade nine n u cle otide (A T P, A D P, A M P)
を加 える と,β-gala cto sida se合成 に対 して tr a n Sie nt
repr e ssio n を起 こ した . こ の repr es sio n は CA M P
添加 に よ り回復さ れ, 典型的な tr a n sie nt r epr e ssion
で あ る α-m ethyl-D･glu c o side と類似して い る が, 機
構的に 異 な っ て い た . 他 の n u Cle oside tripho sphate
G T P, C T P, UT P は抑 制効果が 認め られ なか っ た .
稿を終え る に あ た り , 御指導 と初校閲を賜 りま した久野滋
教授 に心か ら御礼申し上げます .
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A bs t r a ct
Rates of cA M Psynthe sis a nd rele as e of synthesiz ed cA MP into m ediu m w er e
in v estigated in an adenin e-r equiring m uta nt of Esche ricia c oli 30 00･ The rate of
synthesis w as m eas u red byin c o rpo ratio n of
3H- ade nin einto cA MP･ In glycer ol-gr O W n
c ells, the releas e of cA M Pinto m ediu m oc c u r red at a m u ch hi ghe r r ate tha n the
acc u m ulatio n of intr acellula r cA M Pa nd show ed n o m eas urab lelag period. On the ot her
ha nd,the ac cu m ulatio n of intr ac ellula r cA M Pre a ched to a steady statele v el in abo ut 40
m . The r es ults s ug gest str o ngly that tw o system sfo r cA M Psynt hesis e xist in this
str ain. On e syste m(A)haslo w er synthetic activity a nd the synthe sized cA M Pis slowly
e x creted o utside ofce11s o rdegraded. The other(B) has ahigh synthetic activity- but
the synthesiz ed cA M P is rapidly e x cr eted･ An ad ditio n of glu c o segiving rise to
repression ofsynthesis ofβ- galactosidas ein IPT G-indu ced E･ C Oli, Show ed n o effect o n
cA M Psynthesis by A syste m. W her eas, CA M Psynthesis by B syste m w as se v erely
大腸菌に お け る CA M P合成 と c atabolite r epr e s sio n に つ い て 25 9
repres sed l O- 40m . afterthe addit o nofglu c o s e, a ndt he n re sto red to aninter m ediate
r ate . Po ssible r ole of adenin e n u cle otide o n a catabolite repr essio n, eSpeCially o n a
tr ansie ntr epres sio n ofβ-gala cto sidas e synthesis w a sfo u nd ･ An ad ditio n of ATP. A D P,
o rA M Pto IP T G-indu ced E. c olim ade pe r m e able byltr e atm ent With E D T A, br o ught
abo ut tr an sie nt repres sio n of syntiieSis of β一 galacto si das e. The r epr essio n w as
ap pare ntly indistinguishable, butdiffer entin m e chanis m, With t hat trig gered with α
-
m ethyl-D- glu c oside, aty picaltra n sient repr ess o r. Other nu cle oti des, Su Ch as GTP. C TP.
a nd U T P, W e r e n Ot rlessinhibito ryfo rthe e nzym e synthe sis.
